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COGITATIONES

Die Giiltigkeitsgrenze der Eichkurve bei Null*

Zu den Grundlagen fiir Eichkurven in der quantitativen
Photometrie gehort die Abgrenzung der Bereiche, in
denen wegen methodischer Unzuldnglichkeiten die Ergeb-
nisse von Analysenproben ungiiltig sind. In diesem
Zusammenhang ist der Unsicherheitsabschnitt in der
Nihe des Nullwertes bisher wenig beachtet worden, ob-
wohl man in der Literatur ausdriickliche Hinweise findet,
dass gerade zur Kennzeichnung einer neuen Methode die
mit Sicherheit bestimmbare Mindestmenge gehore!, Der
Unsicherheitsabschnitt entsteht, indem man aus den An-
sdtzen {iir ecinen linearen Bereich und Messung der
Extinktionen die die Punkte im Koordinatensystem
Extinktion-Menge verbindende Gerade bis Null ver-
Iingert.

Die Eichkurvenwerte sind arithmetische Mittel aus
Mehrfachbestimmungen, die erfahrungsgeméss normal
verteilt um den Mittelwert streuen. In einem Abschnitt
bei Null ist nun die spdtere Ablesung von Versuchs-
werten unsicher, weil der Extinktionswert fiir die Menge
Null {d.h. Reagenzienblindwert) ebenfalls aus einer Schar
streuender Einzelwerte ermittelt ist, die einen bestimm-
ten Teil der Eichkurve iiberdecken und so gleich Null
setzen.

In der Praxis wird der Bereich teilweise abgesichert
durch o-Grenzen der Reagenzienblindwertverteilung. Da-
bei schitzt man ¢ mit der Formel fiir den mittleren
Fehler des Einzelwertes s? (Tabelle I) und zieht die
Grenze bei 2s*»% oder fiir wissenschaftliche Arbeiten
bei 3 st,

Ein solches Vorgehen hat ausser Acht gelassen, dass
nicht nur der Nullwert, sondern auch der so ermittelte
Mindestmengenwert bei experimenteller Nachpriifung we-
gen seiner Streuung einen Unsicherheitsbezirk bei Null
bilden, dass also zwei Streuungsbereiche in ihrer Aus-
wirkung bedacht werden miissen. Nach dieser Uber-
legung geniigt der 3 s-Bereich der Nullverteilung nicht
den Anspriichen eines Vertrauensbereiches. Die korrekte
Vertrauensgrenze liegt bel einem Eichkurvenwert, dessen
zugehorige Hiufigkeitsverteilung sich von der Nullwert-
verteilung statistisch gesichert unterscheidet. Welche
Signifikanzstufe fiir diese Sicherung gewidhlt wird, hdngt
von den Genauigkeitsanspriichen ab. Dem 3s-Bereich
wiirde in diesem Sinne eine 3o-Aquivalent-Signifikanz-
schwelle entsprechen mit einer Wahrscheinlichkeit von
99,73%, 5. Der Priifung auf Signifikanz, hier mit Hilfe des
#-Verfahrens ausgefiihrt, liegt eine Gegeniiberstellung von
Signifikanzschranken der untersuchten Messwertvertei-
lungen zugrunde, und der gesicherte Eichkurvengrenz-
wert soll so beschaffen sein, dass die untere Signifikanz-
schranke seiner Hiufigkeitsverteilung mit der oberen
Signifikanzschranke der Nullwertverteilung zusammen-
fallt,

Anhand der Porter-Silber-Reaktion auf 17-Hydroxy-
Corticosteroide, bei der Phenylhydrazin mit der Dioxy-
Aceton-Seitenkette des Steroids ein Osazon bildet® mit
einem Absorptionsmaximum des Reaktionsansatzes bei
410 nm”, soll ein Beispiel erldutert werden. Aus je 20
Bestimmungen pro Eichkurvenwert mit Hydrocortison-
reinsubstanz haben wir eine Standardeichkurve erstellt,
deren Grundlagen Tabelle I zeigt (Messung mit Zeiss-
Photometer Elko III, Filter 405 Hg, Schicht 0,5 cm).

Der Reagenzienblindwert als Nullwert der Eichkurve
hat bei 20 Messungen die mittlere Extinktion 0,0204
-+ 0,0021, der 0,25 y Hydrocortisonreinsubstanzwert die
Extinktion 0,0342 40,0052, Bei einer orientierenden

Priifung aunf einen signifikanten Unterschied zwischen
diesem untersten Eichkurvenwert und dem Nullwert mit
dem #-Test miisste fiir die 3g-Schwelle und den Freiheits-
grad v=38 ein {~Wert von 3,1" erreicht werden. Der
tatsichliche Wert errechnet sich mit #= 8,56. 0,25 y liegt
damit zu hoch und erfiillt nicht die Voraussetzung des
Vertranensgrenzwertes.

Den gesuchten Grenzwert kénnte man nun experi-
mentell iterativ erhalten, indem man durch neue Ver-
suchsserien mit Einsatz von kleineren Mengen Rein-
substanz von 2 Seiten den Bereich cinengt, bis man den

Tabelle 1
a OW =0 0,25 0,5 1,0 1,5 2,0
% 0,0204  0,0342 0,0479 00750  0,1025  0,1279
s 0,0021  0,0052 00040 00033  0,0034  0,0036
Vk - 1522 8,36 4,40 3,31 3,07
logVk - 1,1824  0,9222  0,6453  0,5198  0,4871

Daten der Porter-Silber-Eichkurve auf 17-Hydroxy-Corticoste-
roide:

a eingesetzte Menge Reinsubstanz

Ia x arithmetisches Mittel der Einzelwerte
P
Ib s Standardabweichung? s = 4 Lxl-% Xy
n—1

e _ 100 5
Ie Vk Variatiouskoeffizient® Vi = s
Extinktion

Vk nach Tobelle I

il d

Eichkurve nach Tabelle 1
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Fig, 1. Porter-Silber-Eichkurve mit Anderung des Variations-

koeffizienten,
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Wert néherungsweise erreicht. Bei derartigen Vorgehen
Ist der experimentelle Einsatz sehr aufwendig, und es
Soll darum versucht werden, die experimentelle Iteration
durch eine rechnerische zu ersetzen,

'Dejr -Test auf statistische Sichernng beruht auf den
Signifikanzschranken der t-Verteilung. Diese ist der
Standardisierten Normalverteilung eng verbunden, jedoch
nur abhingig vom Freiheitsgrad »8 Die Signifikanz-
Schranken sind aus den Stichproben zu gewinnen nach10:
a) p,=54 L

Y

Ib)y p, —5- St

als obere und

als untere Signifikanzschranke.

Nach Voraussetzung soll p, der Nullwertverteilung zu-
Sammenfallen mit p, der Grenzwertverteilung. p,=p,.
Mit ¢=3,4511 bei Freiheitsgrad » = 19 und 30-Aqui-
Valent erhalten wir fiir p,=p, = 0,0222. Ermittelt ist so
éIn Signifikanzschrankenpaar als Parameter zweier Ver-
teilangen, die bei einseitiger Priifung auf Signifikanz
unter Anwendung des #-Testes mit ¢= 3,45, v= 38 gerade
die Signifikanzstufe des 30-Aquivalentes erreichen.
Gegeben ist nur eine der beiden Hiufigkeitsvertei-
lungen mit dem Eichkurvenwert fiir Null und seiner
tlfeuung. Von der anderen ist bekannt die untere Si-
8hifikanzschranke ({p,,,,) und der Freiheitsgrad ». Der
ltteiwert (%,,,) soll mit Hilfe des Variationskoeffizienten
Nach der ¢-Verteilung geschitzt werden und ergibt die
Extinktion unseres gesuchten Vertrauensgrenzwertes.
Aus Vg (Tabelle 1) erhalte ich fiir den Mittelwert:

100s
VkE

F o=

Zwischen Variationskoeffizient V& und Substanz-
Mmenge g besteht die in Figur 1 gezeigte Verkniipfung. Die
Beziehung ist nicht linear gegen Null ansteigend, wird
Iedoch linear nach Transformation in das System:

Vi =logVk, a’ = log,a

in der Form:
logVh =k + blogya.

Dabei ist # Interzept auf der Ordinate und b das Stei-
8ungsmass der Geraden. In Figur 3 ist sie eingezeichnet
als Regressionsgerade (Grundlagen Tabelle I1) nach dem
Prinzip der Summe der kleinsten Abweichungsqua-
drate 12,
Die Gerade gibt mir anhand von V& Auskunit iiber die
treuung s fiir den zugehorigen Extinktionsmittelwert #

Extinktion  Schematisierte Hiufigkeitsverieilungen
1 {ber den Extinktionsmittelwerten
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Fig. ¢, Schema der Nullwertverteilung ow und der Grenzwert-

Verteilung gw mit gemeinsamer Signifikanzschranke p, =P,

#,~ 0,25 = untere Signifikanzschranke der Hiufigkeitsverteilung
der 0,25 ¢ zugehdrenden Extinktionen.

a
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bei jedem Eichkurvenwert, da nach Logarithmieren von
Ic (Tabelle I) und Aufldsen nach:

logs = log V& + logx — 2
ist.

Zur Berechnung eninehme ich aus der Eichkurve
(Figur 1) ¥ in Abhéngigkeit von a, aus Figur 3 den ent-
sprechenden Wert log V& und erhalte nach Entlogarith-
mieren s fiir ¥ bei a.

Fiir die Werte von a zwischen 0,10 y und 0,25 y beginnt
nun die eingangs erwihnte Rechnungsiteration anstelle
der experimentellen, indem mit der verlingerten Regres-
sionsgeraden fiir a < 0,25 eine Serie # und s bestimmt
wird. Bei gegebenem £ und » (Voraussetzung) gewinne ich
damit nach IIb eine Schar unterer Signifikanzschranken,
die zur Abszisse parallel verlaufen im Abstand $,, (Tabelle
111,

Tabelle 11

Daten der Regressionsgeraden (Figur 3) nach Tabelle I
Zx, = Zloga
Ly, = ZlogVk Syy = — 1,435

Spe = 5,942 b= 0,242

Tabelle IT1. Iteration zur Bestimmung 2. im Abschnitt a < 0,250 p
im Zusammenhang mit Figur 3 und 4

3s- mit 30-
Grenze Aquival.
gesich.
Gw
0,01968 — 0,02166  0,0223 0,02861 0,02550 p,
0,00794 - 0,00694 - 0,00621 0,00558 s
1,488 - 1,410 - 1,340 1,272 log 'k
0,0258 0,0265 0,0270 0,0275 0,0284 0,0298 %
0,100 0,114 9,125 0,133 0,150 0,175 ainy
\\\\
Il g log V¥
\\
~
10
405 .
. . , 02 i
-30 =20 -0 0 0
log,a

Fig. 8. Regressionsgerade nach Tabelle II zur transformierten
Vk-Kurve .... Punkte nach Tabeile 1.
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Trage ich im Koordinatensystem der Eichkurve Fi-
gur 1 die Signifikanzschrankengréssen abhingig von a
als Punkte ein, so erhalte ich als deren Verbindungslini
(Figur 4) ndherungsweise eine Gerade, die die obere
Signifikanzschranke der Nullwertverteilung schneidet.
Der Schnittpunkt hat als Ordinate die untere Signifikanz-
schrankengrosse der gesuchten Grenzwertverteilung und
als Abszisse die Grésse g, die als Mindestmenge Substanz
von Null unterschiedlich noch erfasst werden kann und
somit unser gesuchter Wert ist.

Gegeniiber a = 0,114 y, der der 3s-Grenzwert der Null-
verteilung ist, betrdgt der Vertrauensgrenzwert 0,134 y.

Diskussion. Obwohl durchwegs die Eichkurven auf
Analysengiinge so abgestimmt werden, dass letzthin die
Messwerte im zentralen Bereich sich hdufen, sind dennoch
Ergebnisse, die in den Randabschnitten liegen, nicht aus-
geschlossen und manchmal besonders bedeutungsvoll.
Gerade bei relativ kleinen Versuchswerten taucht immer
die Frage nach der Verldsslichkeit auf, und bei exakt
durchgearbeiteten Methoden muss gegen Null eine Sicher-
heitsgrenze gezogen werden, die besonders dann unerliss-
lich ist, wenn eine spitere mathematisch-statistische
Auswertung der Ergebnisse erfolgen soll. Jegliche Ver-
wendung relativ kleiner Messwerte ist inkorrekt, wenn
nicht vorher belegt wurde, dass sie sich von Null signifi-
kant unterscheiden. Schilussfolgerungen daraus ohne Si-
cherung kénnen ebensogut giiltig sein wie auch nichts-
sagend, weill sie gleicherweise versuchsbedingt, wic auch
durch methodische Fehler entstanden sein kdnnen.

Die Abgrenzung eines Toleranzbereiches, der Null mit
grosser Wahrscheinlichkeit ausschliessen wiirde (bei # = 20
bedeutet 3s-Grenze eine Wahrscheinlichkeit von 999%)18,
diirfte nicht wie bei BENGER! oder RICHTERICH®? von
der Nullverteilung ausgehen, da der Nullwert als Rea-
genzienblindwert kein gleichberechtigter Eichkurvenwert
ist. Es fehlt ihm ein Arbeitsgang, nidmlich der der zu-
pipettierten Substratmenge. Aus diesem Grunde wurde
in Tabelle I unseres Beispicls der hier die Eichkurven-
streuung charakterisierende Variabilitdtskoeffizient fiir
den Nullwert weggelassen. Will man nun Null anhand
cines Toleranzberciches gesichert ausschliessen, so geht
das nur iber die Haufigkeitsverteilung der echten Eich-
kurvenwerte, d.h. in diesem Falle kleiner Eichkurven-
werte, die sich Null schrittweise ndhern und deren
Streuung zur Berechnung des Toleranzbereiches benutzt
wird. Das Verfahren Dbictet sich an bei Messungen mit
konstantem Nullwert.

Haben wir dagegen die Reagenzienblindwertstreuung,
so soll der Vertrauensgrenzwert der Eichkurve sich si-
gnifikant abheben.

Extinktien

ao2sy
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Pig. 4. Signifikanzschrankenschar g, der Iteration Tabelle 111 Sy-
stem -der Figur 1 (py, = obere Signifikanzschranke der Nullwert-
verteilung).
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Der Reagenzienblindwert hat mit dem Nullwert nur
den Eichkurvenpunkt gemeinsam; wihrend er einen Fix-
wert darstellt, Extinktion der Reagenzien ohne Substrat,
wire der wahre Nullwert eine gedankliche Approximation
mit immer kleiner werdenden Substratmengen, als Grenz-
wert dann mit unendlich kleiner Menge.

Bei diesen Reaktionen in Anndherung auf Null nimmt
die relative Streuung, als Variationskoeffizient der pro-
zentuale Anteil am Mittelwert, erheblich und nicht linear
zu.

Die Zunahme hat wohl ihre Ursache neben apparativen
Ungenauigkeiten in Pipettierfehlern, die méglicherweise
bei Aufstellung einer Eichkurve zu verringern wdéren
unter Verwendung geeichter oder Mikropipetten oder von
Biiretten. Mit verminderter Streuung der Eichkurven-
werte wiirde die Vertrauensgrenze gegen Null aber nuf
heruntergesetzt, das Prinzip jedoch nicht geéindert. Die
nicht lineare Steigerung des Variationskoeffizienten (Fi-
gur 1) ist nicht geeignet, in den kleinen Bereichen der
Menge genaue Streuungswerte eruieren zu lassen. Nach
LINDER! sind gelegentlich nicht lineare in lineare Bezieh-
ungen zu transformieren mit Hilfe logarithmischer Sy-
steme, und eine Moglichkeit ergab sich hier fiir den log V&
der Extinktionsmittelwerte abhingig vom duadischen
Logarithmus der Menge (Figuor 3). Diese lineare Beziechung
hat keinen induktiven Wert zur Verallgemeinerung, einé
Nachpriifung in jedem erneut zur Debatte stehenden Fall
ist notwendig.

Die zugehorige Regressionsgerade lisst Zwischenwerte
der Streuung korrekt interpoliercn, unsere Rechnungs-
werte sind extrapoliert im gestrichelten Teil der Figur 3
und haben damit nicht die Vertrauenswiirdigkeit wie
interpolierte Ergebnisse. Will man die Frage des Null-
bereiches fiir weitere Beispiele kldren, so empfichlt sich
neben dem iiblichen linearen Bereich der Standardeich-
kurve auch die Extinktionen relativ kleiner Werte zu
erstellen, die im Bereich des gesuchten Grenzwertes liegen.
Pann ist dessen Interpolation ohne grossen Fehler
mdéglich.

Im Beispiel der Porter-Silber-Eichkurve fiir 17-Hy-
droxy-Corticosteroide ist der Unterschied der 3 s-Grenze
mit 0,114 y gegeniiber dem Vertrauensgrenzwert 0,133y
mit etwa 17% nicht bedentend. Jedoch weisen nicht alle
Methoden grosse Prizision auf, und bei sonstigen klinisch-
chemischen Nachweisverfahren wird man crheblich an-
dere Unterschiede erwarten konnen 16,

Summary. A confidence limit in the neighbourhood of
zero in photometry can be obtained by calculating para-
meters of the distributions of reagent blank and standard
values.
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